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1  UVOD 
 
1.1  ZAČETEK FERMENTIRANIH PIJAČ 
 
1.1.1  Fermentirane pijače v Aziji 
 
Izkoriščanje fermentacije določenega substrata je tehnologija, ki so jo poznali in deloma znali 
uporabljati ţe v zgodnjih civilizacijah. Ostanki iz neolitika, ki so bili najdeni na Kitajski, 
kaţejo na fermentacijo riţa in shranjevanje produkta v vazah ţe pred 9000-imi leti 
(McGovern in sod., 2004).  
 
Prve sledi varjenja piva so pa nekoliko mlajše. Pred kratkim so na arheološkem najdbišču 
Mijiaya, v Shaanxi regiji Kitajske, bile odkrite črepinje iz neolitičnega Yangshao obdobja, ki 
na podlagi izgleda spadajo v obdobje med 3400 in 2900 let p.n.š. (Wang in sod., 2016).  
 
Kar je presenetljivo je dejstvo, da so takrat ţe znali nadzorovati pripravo piva, znali so 
opravljati postopke priprave ţit za fermentacijo, ali pripravo slada, da lahko kvasovke dobijo 
ugodne sladkorje (McGovern in sod., 2004). Različne oblike črepinj kaţejo na to, da so takrat 
razlikovali 3 glavne korake: kuhanje, filtracija in shranjevanje (Wang in sod., 2016). 
 
1.1.2  Proizvodnja piva na Bližnjem Vzhodu 
 
Začetek varjenja piva v Egiptu in Mezopotamiji, pa je imelo najpomembnejši učinek na 
današnjo porabo piva, saj se je stroka iz Egipta prenesla v Rimski imperij ter Grške drţave in 
kasneje višje v Evropo. Tako v Egiptu kot tudi v Mezopotamiji so imeli relativno velike ter 
razvite pivovarne, ki so delovale tesno s pekarnami, v veliko primerih so pekarne in pivovarne 
bile v isti stavbi (Geller, 1993). Takratne pivovarne so imele ogromne sobe zapolnjene s 
kadmi, v katerih se je pivo delalo in je lahko taka mala pivovarna proizvajala do 1000 litrov 
na dan. Osupljivi volumen dnevne proizvodnje v mali egipčanski pivovarni, jasno prikaţe 
tedanje povpraševanje po pivu (Geller, 1993).  
 
1.1.3  Selitev pivovarjev v Evropo 
 
Po propadu Egipčanskega imperija in vzponu Rimskega imperija ter Grških drţav, so 
pivovarne v Egiptu propadle, pivovarji so pa ostali in se odselili v sosednje, bogatejše drţave. 
Proizvodnja piva se je kritično zmanjšala, saj rimljani in grki niso marali piva, smatrali so ga 
kot pijačo za revne. Vino je bilo dar bogov, ker je pač samo nastalo po nabiranju in mečkanju 
grozdja, medtem ko je bila proizvodnja piva tehnično zelo zahteven proces (Bostwick, 2014).  
 
1.1.4  Varjenje piva v samostanih po padcu rimskega imperija 
 
Po padcu rimskega cesarstva, se je začela rimsko katoliška cerkev širiti po Evropi. Nastajalo 
je ogromno novih samostanov, kjer so menihi varili svoje pivo, da bi ga lahko ponujali 
utrujenim popotnikom in drugim. Piva so bila zelo sladka in hranilna, ampak kar je bolj 
pomembno je, da so bila ta piva varna. Šamanska piva, ali piva ki so jih varili v barbarskih 
plemenih, so bila namreč napojena z strupenimi rastlinami ali gobami in so povzročala hude 
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halucinacije. Zahvaljujoč menihom se je začela kultura piva spet širiti in je postala 
proizvodnja piva nadzorovan proces, ki je proizvajal varen produkt (Bostwick, 2014). 
 
1.2  ZNAČILNOSTI FERMENTIRANIH PIJAČ PRETEKLOSTI 
 
Etanol, ki se tvori tekom fermentacije deluje kot antiseptik, analgetik in vpliva na vedenje, 
poleg tega pa pomaga pri ojačevanju okusa in trajnosti ţivil. Zaradi širokega spektra 
učinkovanja etanola, so imele fermentirane pijače širok spekter uporabe, od zdravljenja pa do 
darovanja v ritualih (McGovern in sod., 2004). 
 
Fermentacijo so tudi takrat opravljale kvasovke Saccharomyces cerevisiae, ki so danes še 
vedno najbolj uporabljene kvasovke pri proizvodnji piva in vina (McGovern in sod., 2004). 
Te so se nahajale na površini sadja, ki so ga ponavadi dodajali riţu ali drugim ţitom, zato da 
bi bil produkt veliko bolj piten in okusen. Tedanje kvasovke so bile zelo različne od 
današnjih, zato so pijače na koncu fermentacije imele bistveno niţjo vsebnost  alkohola. 
Odpornost na višje koncentracije alkohola so pridobile šele po stoletjih evolucije ob človeku, 
s tem, ko so se tudi zahteve ljudi spremenile (Legras in sod., 2007).  
 
Kitajske fermentirane pijače so imele riţ kot glaven vir sladkorjev za kvasovke, ki so ga pred 
fermentacijo obdelali z glivami rodov Aspergillus, Rhizopus in Monascus, da so lahko zatem 
kvasovke opravile uspešno fermentacijo (McGovern in sod., 2004). V 5000 let starih 
črepinjah iz Mijiaya-e so našli sledi ječmena in pšenice, ki sta bila prvič uporabljena kakor 
glavna ţita v receptu (Wang in sod., 2016). Pojav ječmena v Shaanxi regiji kaţe na trgovski 
stik z zahodnimi kulturami, ki so ječmen imele na razpolago (Wang in sod., 2016). 
 
Egipčanske pivo je bilo zelo različno od kitajskih fermentiranih pijač, pa tudi popolnoma 
različno od danšnjega piva. Takrat so ţe poznali pomembnost priprave sladu iz ţit in so tega 
znali sami proizvajati v velikih količinah zato da so ga lahko uporabljali pri pripravi piva. 
Pivo so takrat kuhali v velikih kadeh, v katere so vnesli vodo, mešanico sladov različnih ţit, 
začimbe in drugih dodatkov, ki bi pomagali, da je končen produkt uţiten. Skuhano brozgo so 
zatem pustili v odprtih anforah ali vazah, kjer so se lahko divje kvasovke naselile in začele 
porabljati sladkor v gostih brozgah. Rezultat tega je bila gosta tekočina, sladka in močno 
začinjena, z nizko vsebino alkohola ter zelo izrazitim okusom kvasa. Pijača bouza je edini 
ostanek takratnega piva, ki ga še danes proizvajajo in porabljajo v Egiptu (Geller, 1993). 
 
Šamanska piva so piva, ki so jih varili v barbarskih plemenih, ki so se po Evropi selili v času 
Rimskega cesarstva. Namen teh piv je bil prenesti osebo v metafizični svet, povzročiti hude 
halucinacije. To so storili z dodatkom zelo strupenih rastlin (primer: Filipendula ulmaria, 
Conium maculatum, Hyoscyamus niger) in uporabo gobic (primer: Claviceps purpurea) 
(Bostwick, 2014).  
 
1.3  SODOBEN KONCEPT PIVA 
 
Prvi korak v smer modernizacije piva in procesa varjenja piva, je bil storjen leta 1516, ko so 
na Bavarskem izdali Reinheitsgebot ali zakon o čistosti piva. Reinheitsgebot je prepovedal 
varjenje piva, ki je vsebovalo karkoli, ki ni bila voda, ţitni slad ali hmelj. Med ključne 
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sestavine niso vključili kvasa, ker niso sploh vedeli, da je kvas sestavni del piva (White in 
Zainasheff, 2010 ). 
 
Anton van Leeuwenhoek je prvi opazil pod mikroskopom male strukture, sestavljene iz malih 
kroglic, ki so bile med sabo povezane, ampak ni vedel, da so to ţivi mikroorganizmi. 
Antoine- Laurent Lavoisier je opisal kemično reakcijo fermentacije, kakor enostavne 
sladkorje, ki se pretvorijo v etanol in CO2. Ni pa povezal to pretvorbo sladkorjev v etanol in 
ogljikov dioksid z delovanjem kvasovk, ki so v pivini.  
 
Komaj v sredini 19. stoletja je Pasteur-ju uspelo dokazati, da so kvsovke odgovorne za 
fermentacijo piva. Do tedaj je bila splošno sprejeta ideja, da je fermentacija reakcija, ki jo 
katalizira zrak. Zaradi slabih tedanjih tehnik sterilizacije opreme, so se kvasovke in bakterije 
»spontano« pojavljale in so zaradi tega bili prepričani, da so imeli dokaze za to, da se 
kvasovke in bakterije spontano pojavljajo v pivu, da so le-te stranski produkt fermentacije.  
 
Pasteur ni verjel v to teorijo in je zato postavil serijo poskusov, s katerimi naj bi dokazal, da 
so kvasovke v pivu katalizator fermentacije. Uporabil je bučke z dolgim in zavitim vratom, 
katerega funkcija je bila zaustaviti delce, ki so v zraku, tako da se medij v bučki ne bi okuţil. 
Po vnosu medija v bučko, zahvaljujoč uspešni sterilizaciji, se medij ni okuţil in fermentacija 
ni začela. Po 15 letih poskusov, je Pasteur odpravil vsak dvom glede tega, ali so kvasovke 
povzročiteljice fermentacije. 
 
Pasteurjevo delo je bilo neverjetno pomemben korak v pivovarstvu, saj je določil ključno 
sestavino piva, sestavino, ki v največji meri določa kvaliteto končnega produkta. Pivovarstvo 
ni bila več stroka, ki je slonela na slučajni in popolnoma nenadzorovani reakciji, temveč je 
končno pivovar z razumevanjem delovanja kvasovk dobil skoraj popoln nadzor nad procesom 
in končnim produktom.  
 
Pivovarji po Evropi so začeli izolirati in čistiti linije kvasovk iz svojih piv na podlagi arome in 
okusa, ki jih je linija dala pivu. V laboratorijih pivovarne Carslberg na Danskem, je Emil 
Christian Hansen izoliral prvo linijo lager kvasovk in jo poimenoval Saccharomyces 
carlsbergensis (danes znana kot  Saccharomyces pastorianus). Izolacija je bila moţna samo 
zato, ker je pred tem sam razvil teniko izolacije čiste kulture, ki je še danes v uporabi. 
 
Hansenova izolacija je omogočila transport čiste linije lager kvasovk do katerekoli pivovarne 
na svetu in je bilo zato lager pivo takrat zelo priljubljeno in proizvedeno v velikih količinah. 
Glavna prednost lager piva, poleg enostavnega dostopa do čiste linije kvasovk, je, da se je 
varilo pri niţjih temperaturah, kar je bistveno zniţalo moţnost kontaminacije piva z drugimi 
kvasovkami ali bakterijami in se je posledično pivo dalj časa ohranilo. Do takrat je pivo 
zaradi prisotnosti divjih kvasovk in bakterij imelo zelo poseben, redkokdaj dober okus, zato 
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2   KVASOVKE 
 
2.1 GENETSKE ZNAČILNOSTI S. cerevisiae 
 
Kvasovke so prvi evkariontski organizem, kateremu so sekvencirali genom. Genom S. 
cerevisiae je sestavljen iz 12 milijonov baznih parov in je organiziran v 16 kromosomov (n). 
Genom S. cerevisiae vsebuje okoli 140 ribosomalnih RNA genov v obliki obseţnega 
tandemskega niza na kromosomu XII in 40 genov, ki kodirajo male jedrne RNA molekule 
(snRNA), razpršenih po vseh 16-ih kromosomih. Prav tako je razpršenih 275 genov za tRNA 
(Dujon in sod., 1996). 
 
V genomu dobimo 6257 odprtih čitalnih okvirjev, od katerih le 5885 predstavlja gene, ki 
lahko kodirajo protein. Protein kodirajoči gen lahko najdemo vsakih 2000 baznih parov - 70  
% celotne sekvence predstavljajo odprti čitalni okvirji (Goffeau in sod., 1996).  
 
Genom S. cerevisiae je izjemno kompakten. To si lahko razloţimo s tem, da le 4  % 
kodirajočih genov vsebuje introne, medtem ko je 40  % genov kvasovke 
Schizosaccharomyces pombe prekinjenih z introni (Dujon in sod., 1996). Geni navadno 
vsebujejo le en intron in ta je običajno na začetku sekvence, to velja še posebno za 
ribosomalne gene (Dujon in sod., 1996). 
 
Kromosomi kvasovke imajo alternirajoče se GC bogate in AT bogate regije (Dujon in sod., 
1996). V primeru kromosoma III je bilo dokazano, da je sprememba v sestavi nukleotidnega 
zaporedja povezana z spremembo v frekvenci rekombinacije v tej regiji (Sharp in Lloyd, 
1993). GC bogate regije sovpadajo z regijami v sredini ročic kromosoma, ki so pogosto 
podvrţene rekombinacijam, medtem ko AT bogate regije sovpadajo z nizko rekombinantnimi 
regijami na centromerah in telomerah.  
 
V genomu kvasovk dobimo Ty elemente, ki spadajo v skupino retrotranspozonov. Ty 
elementi so pogosto primerjani z retrovirusi, saj je njihov ţivljenski cikel in mehanizem 
integracije v DNA zelo podoben. Poznanih je 52 različnih Ty elementov in jih uvrščamo v 5 
različnih razredov (Krastanova in sod., 2005).  
 
Transpozonski elementi kvasovk so odgovorni za polimorfizme, ki so bili opaţeni med 
homolognimi kromosomi različnih sevov S. Cerevisiae (Wicksteed in sod., 1994). Zanimivo 
je, da se transopozoni kvasovk preferenčo vnašajo v določene regije kromosma, neka vrste 
»vroče točke«. Primer vroče transpozonske točke je regija na kromosomu III pred LEU2  
genom, kjer se nahaja več transpozonskih elementov, med 5' konci dveh tRNA genov 
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Preglednica 1: Distribucija genov in drugih elementov, ki dobimo v genomu. Hipotetične proteine dobimo kot 






Flokulacija je ime procesa, v katerem se tvorijo skupki celic kvasovk v homogeni suspenziji, 
na podlagi tega, a se celice poveţejo v skupke ali ne, razlikujemo med flokulentnimi in ne-
flokulentnimi kvasovkami (Lyons in Hough, 1970). Sposobnost kvasovke da flokulira, 
določajo bodisi genetsko ozadje kvasovk, kot tudi okolje, ki je v stiku z celično steno (Eddy 
in Rudin, 1958).  
 
Slika 1:  Faktorji, ki vplivajo na flokulacijo. Faktorje ločimo v tri kategorije, ki se razlikujejo glede na način 
delovanja (Verstrepen in sod., 2003). 
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2.2.1  Sestava celične stene 
 
Celično steno sestavljajo tri glavne skupine polisaharidov: manozni polimeri (manoproteini, 
ki predstavljajo pibliţno 40 % suhe mase celic), glukozni polimeri (β-glucan, ki predstavlja 
60 % suhe mase celične stene) in N-acetilglukozaminski polimeri (hitin, ki predstavlja 2 % 
suhe mase celične stene) (Aguilar-Uscanga in Francois, 2003).  
 
2.2.2  Mehanizem flokulacije 
 
Pri flokulaciji S. cerevisiae sodelujejo flokulini, ki so lektinski proteini. Ti stojijo na 
zunanjosti celične stene flokulentnih celic in se selektivno veţejo na manozne ostanke, ki se 
nahajajo na zunanjosti bliţnjih celicah (Verstrepen in sod., 2003). Kalcijevi ioni so nujno 
potrebni, da se flokulini aktivirajo in zatem veţejo (Stratford, 1989). Glede na to, da so 
manozni ostanki vedno prisotni na celičnih stenah flokulentnih in tudi ne-flokulentnih 
kvasovk, je prisotnost flokulinov kritični faktor za flokulacijo.  
 
Delovanje flokulinov regulira tudi prisotnost določenih sladkorjev. Flo1 je fenotip, za 
katerega je značilno, da manoza inhibira flokulacijo in to najbrţ zaradi tega, ker se veţe na 
aktivna mesta flokulinov, na mesta, kjer bi se morali vezati manozni ostanki. Za nekatere 
kvasovke velja, da je flokulacija inhibirana z prisotnostjo glukoze, saharoze in maltoze. Take 
kvasovke spadajo v fenotip, ki ga imenujemo NewFlo. Razlika med dvema navedenema 
inhibicijama s sladkorji je ta, da večino laboratorijskih sevov inhibira le manoza, medtem ko 
NewFlo fenotip najdemo zgolj v sevih kvasovk uporabljanih v pivovarski industriji (Stratford 
in Assinder, 1991). Zanimivo je to, da koflokulacija flokuletnih in ne-flokulentnih kvasovk ter 
koflokulacija bakterij in kvasovk, poteka preko lektinskih vezi, ki so podobne tistim, ki se 
tvorijo pri normalni flokulaciji flokulentnih kvasovk (Lievens in sod., 1994). 
 
2.2.3  FLO geni 
 
Saccharomyces cerevisiae ima 6 poznanih genov FLO druţine: FLO1,5,8, 9, 10 in 11. Geni 
FLO1, 5, 8, 9 in 10 se nahajajo v bliţini telomer od kromosoma na kateremu se ti nahajajo, 
medtem ko je  FLO11 oddaljen od telomer kot tudi od centromere kromosoma (Halme in 
sod., 2004). Dejstvo, da je 28 tisoč baznih parov na desni ročici kromosomov I in VIII 
homolognih (Steensma in sod., 1989), kaţe na to, da je gen FLO8 kopija FLO1 (Sieiro in 
sod., 1994). Produkt gena  FLO1 je flo1p in vpliva na adhezijo med celicami in na adhezijo 
celic na substrat, medtem ko produkt gena FLO11, flo11p, vpliva na razvoj psevdo hif in 
vezavo na površine (Fichtner in sod., 2007). 
 
Produkt izraţenja FLO genov so različni flokulini, ali proteini, ki se veţejo na manozne 
ostanke, ki se nahajajo na celičnih stenah drugih kvasovk, ali v primeru flokulina, ki se 
sintetizira ob izraţenju FLO11 gena, se veţejo na različne površine. Flokulacija je poleg 
nabora številnih FLO genov in aktivatorjev teh, še vedno kompleksen mehanizem, za katerega 
ni dovolj prisotnost le enega aktivatorja, da se ta izvrši. Poleg tega, je druţina FLO genov zelo 
nestabilna, kar lahko tudi povzroča večje razlike v profilu flokulacije od seva do seva, pa celo 
iz generacije v generacijo kvasovk (Sato in sod., 2001). Flokulacija ni le serija biokemijskih 
reakcij, temveč je nujno potrebna tudi fizična interakcija med celicami, da lahko sploh do nje 
pride. Na flokulacijo vplivajo različni faktorji kot so mešanje rastnega medija, sprememba 
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hidrofobnosti celične stene in zniţanje odbojnega elektrostatskega naboja celičnih sten. 
Slednji povzročajo močnejšo flokulacijo celic, ker promovirajo ali poenostavijo kontakt med 
celicami, s tem, da povečajo frekvencov trkov med celicami (Stratford, 1992). 
 
Ekspresija FLO1 gena povzroči izraţenje Flo1 fenotipa kvasovk, ko manoza inhibira 
flokulacijo, zaradi vezave na aktivno mesto flokulinov, kar povzroči nesposobnost vezave na 
manozne ostanke na drugih celicah. Lager kvasovke, torej kvasovke nizkega vrenja, vsebujejo 
kopijo gena imenovanega Lg-FLO1, ki ga kvasovke visokega vrenja ne vsebujejo. Značilnost 
teh kvasovk je, da izraţajo fenotip NewFlo, za katerega je značilno, da poleg manoze, tudi 
glukoza, saharoza in maltoza, inhibirajo vezavo flokulinov na celične stene drugih celic 
(Stratford in Assinder, 1991) 
 
2.2.4  Regulacija FLO genov 
 
2.2.4.1  Regulacija z Flo8p in Mss11p  
 
Glavna faktorja, ki regulirata flokulacijo ob prisotnosti Ca
2+
 ionov, sta Flo8p in Mss11p, 
produkta genov FLO8 in MSS11. V primeru delecije gena MSS11 in mutaciji v FLO8, se 
flokulacija sploh pojavi. Oba produkta, flo8p in Mss11p, vplivata na regulacijo FLO1 gena, 
ampak ne v enaki meri. Ob prisotnosti flo8p in popolni odsotnosti Mss11p, ni bilo zaznane 
transkripcije gena FLO1, medtem ko se je ob odsotnosti flo8p in prisotnosti Mss11p pojavljal 
produkt Flo1p (Bester in sod., 2006). To jasno kaţe na to, da ima Mss11p ključno vlogo pri 
izraţanju gena FLO1. Povečano število kopij MSS11 gena pripomore k večjemu izraţanju 
FLO1, kar povzroči močnejšo flokulacijo kvasovk (Bester in sod., 2006). 
 
V primeru delecije gena FLO1, se flokulacija sploh ne pojavi. Šele po vnosu večjega števila 
kopij FLO8 in MSS11 genov, se flokulacija ponovno vrši, ampak še vedno v manjši meri, 
kakor če bi bil FLO1 gen prisoten. To kaţe na to, da FLO11, ki je naslednji gen, na katerega 
flo8p in Mss11p najbolj močno vplivata, ter drugi FLO geni, nimajo tako pomembne vloge 
pri regulaciji flokulacije. Ob deleciji  FLO11, se nivo flokulacije rahlo zniţa, kar se lahko 
enostavno nadoknadi z vnosom večjega števila kopij FLO8 in MSS11 genov (Bester in sod., 
2006). 
 
FLO1 in FLO11 imata podobne mehanizme regulacije transkripcije z Flo8p in Mss11p. Flo8p 
nujno potrebuje Mss11p, da lahko aktivira tarčni gen, medtem ko je za Mss11p nekoliko 
drugače. Ko je prisotno zadostno veliko število kopij MSS11, lahko produkt tega do določene 
mere sam regulira translacijo genov, ki so odgovorni za flokulacijo (Bester in sod., 2006).  
 
2.2.4.2  Regulacija z aktivatorji in represorji 
 
Poleg flo8p in Mss11p je v regulacijo vpletenih veliko drugih regulatorjev. Najbolj pomembni 
so pa regulatorji, ki sodelujejo v promotorjih obeh genov, saj je flokulacija povezana s tesnim 
sodelovanjem produktov teh dveh genov. Primer represorja je RNA polimerazni II 
mediatorski kompleks, ki po vezavi s Sin4p, Srb8p ali Ssn8p, prepreči izraţanje FLO1 in 
FLO11 (Fichtner in sod., 2007). Tudi Tup1p represor se more povezati na Sin4p mediatorski 
RNA polimerazni II kompleks, da lahko prepreči transkripcijo obeh genov. Za preprečitev 
transkripcije FLO11, se more Tup1p povezati z korepresorjem Sfl1p, medtem ko za represijo 
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transkripcije FLO1 lahko ta deluje tudi sam. Tup1p je eden izmed glavnih represorjev FLO11 
gena (Conlan in Tzamarias, 2001). Mediator Sin4p je zelo močan represor FLO1, ne glede na 
to, ali je povezan na mediatorski RNA polimerazni II kompleks ali je sam (Fichtner in sod., 
2007). 
 
Slika 2: Primerjava regulacij transkripcije FLO1 in FLO11 genov v S. cerevisiae S228c (kvasovka z 
nedelujočim FLO8 genom). Prikazani so skupni regulatori eksresije. Na vrhu so prikazani še regulatorji bolj 
kompleksnega FLO11 promotorja (Fichtner in sod., 2007). 
 
2.2.5  Fizikalno - kemijska regulacija flokulacije 
 
2.2.5.1  Pomanjkanje hranil  
 
Stradanje in stresni pogoji zaradi pomanjkanja hranil so znani povzročitelji flokulacije 
kvasovk (Stratford, 1992). V primeru NewFlo kvasovk je pomanjkanje glukoze, saharoze in 
maltoze nujen predpogoj, da sploh pride do flokulacije. Primeri regulatorjev, ki delujejo ob 
pomanjkanju hranil je splošni korepresorski kompleks Tup1-Ssn6, ki vpliva na ekspresijo 
številnih genov potom katabolne represije (Smith in Johnson, 2000), ter GCN4-box regija v 
FLO1 promotorski regiji. GCN4-box je represor FLO1, ko je v brozgi visoka koncentracija 
dušika (Teunissen in sod., 1993). Več avtorjem je uspelo dokazati, da pomanjkanje ogljika in 
dušika v brozgi inducira flokulacijo ter da dodatek teh v končnih fazah fermentacije inhibira 
proces zdruţevanja celic ima pa tudi slab vpliv na asimilacijo maltoze in torej povzroči 
nepopolno atenuacijo (Barton in sod., 1997; Stratford 1992). 
 
2.2.5.2  Pomanjkanje kisika 
 
Aeracija brozge znatno vpliva na flokulacijo kvasovk. Za NewFlo fenotip je bilo opaţeno, da 
se začetek flokulacije večkrat sklada z zaustavitvijo celične rasti. Po vnosu sveţe kulture 
kvasovk v pivino se v lag fazi flokulacija sploh ne izvaja, prav tako flokulacije ni zaznati med 
 Starec M. Flokulacija pivskih kvasovk v cevnem bioreaktorju.                     
     Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
9 
 
fazo eksponentne rasti. V trenutku ko se celična rast zaustavi, pa začnejo celice tvoriti flokule 
(Soares in Mota, 1996).  
 
Straver in sodelavci (1993) so raziskovali časovno točko ob kateri začno celice flokulirati in 
če se lahko na to točko vpliva s spremembo začetne koncentracije kisika v brozgi.  Ugotovili 
so, da je slaba aeracija pivine povzročila nepopolno flokulacijo, medtem ko nasičenje s 
kisikom povzroči zakasnjeno a znatno močnejšo flokulacijo. Zanimivo je, da se slabo celično 
rast in nepopolno flokulacijo v mediju s slabo aeracijo lahko popravil z dodatkom ergosterola 
in oleične kisline  v medij. To nakazuje na to, da kisik ne vpliva direktno na flokulacijo, 
temveč da na to vpliva posredno preko sinteze nenasičenih masčobnih kislin in sterolov, ki so 
izredno pomembni za celično rast. 
 
2.2.5.3  Temperatura in pH 
 
Preden je bilo znano, da je flokulacija posledica vezave flokulinov na manane, je veljala 
teorija, da kislost medija povzročil zniţanje negativnega površinskega naboja celic in je s tem 
izginil elektrostatski odboj med celicami, kar je povzročilo, da so se začele celice med sabo 
vezati v flokule (Stratford, 1992). Nedavne študije so pokazale, da se lahko flokulacija vrši v 
širokem pH razponu, od pH 1,5 do 9, kar dodatno dokazuje, da pH ni faktor, ki določa 
flokulacijo.  
 
To ne pomeni, da je pH nepomemben faktor. Več raziskav kaţe na to, da je flokulacija 
optimalna v rahlo kislih okoliščinah, od 3,5 do 5,8 (Stratford, 1992). Določeni sevi kvasovk 
imajo optimalno območje pri višjih pH vrednostih, kar kaţe na to, da je flokulacija veliko bolj 
kompleksen proces od enostavnega zniţanja celičnega naboja. Flokulini so neaktivni pri 
določenih pH vrednostih zaradi konformacijskih sprememb, ki jih povzroči sprememba v 
elektrostatskem naboju celične stene (Jin in Spears, 2000). 
 
Jin in sodelavci (Jin in Spears, 2000; Jin in sod., 2001) so odkrili, da je flokulacija NewFlo 
lager seva LCC125 variirala od 24,1 % pri 5C do 66,8 % pri 25C. Druge skupine so 
dokazale, da je optimalna temperatura za flokulacijo lager kvasovk nad 10C in znatno vpade 
pod 5C (Gonzalez in sod., 1996). Obstajajo pa tudi primeri, ki se s temi podatki ne skladajo, 
ko je na primer flokulacija zavrta pri 25C in celice optimalno sedimentirajo pri 5C. 
Neskladje rezultatov kaţe na to, da različni sevi drugače reagirajo na okoljske faktorje. 
 
2.2.5.4  Etanol 
 
Vpliv etanola variira od seva do seva: pri nekaterih se flokulacija ne pojavi, pri nekaterih ima 
pozitiven vpliv na flokulacijo ali pa nima vpliva na flokulacijo (Jin in Spears, 2000). Etanol 
lahko ţe v nizkih količinah [ 1 %, 3 % ali 5 % (v/v) ] pozitivno vpliva na flokulacijo celic, ko 
se koncentracija tega zviša na 10 % (v/v) se lahko opazi toksičen efekt na celice. Take 
količine etanola poškodujejo membrano kvasovk in se zaradi poškodbe integritete površine 
celic teţje povezujejo med sabo v flokule (Claro in sod., 2007).  Visoke koncentracije etanola 
ne vplivajo le na membrano celic, temveč tudi na FLO gene potom aktivacije stresnih genov 
STRE, ki zatem delujejo na promotorsko regijo FLO genov in tako inducirajo flokulacijo 
(Claro in sod., 2007). 
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2.2.5.5  Velikost in starost celic 
 
Celice, ki so proizvedle večje število hčerinskih celic flokulirajo pred mlajšimi celicami in to 
zaradi več razlogov. Mlade celice, ki niso še proizvedle hčerinskih celic, nimajo flokulinov na 
celični steni (Soares in Mota, 1996). Kar je še bolj pomembno je, da so starejše celice 
bistveno večje, celične stene so bolj hidrofobne od mlajših in so veliko bolj nagubane od 
mladih (Verstrepen in sod., 2003). Nagubana površina poenostavi adhezijo med celicami, kar 
ima seveda pozitiven vpliv na flokulacijo. Pomembna značilnost starejših celic je tudi ta, da 
se naknadno teţje ločijo od hčerinskih celic, tako da ostaneta skupaj zlepljene dalj časa. Taki 
skupki so odlični kandidati za jedra flokul, kar lahko dodatno obrazloţi, zakaj imajo starejše 
celice večjo tendenco do flokulacije od mladih (Barker in Smart, 1996). 
 
Tudi če celice ne flokulirajo, se bodo prej ali slej posedle, zaradi velikosti in gostote celic ter 
vpliva Brownovega gibanja (naključno gibanje mikroskopskih komponent tekočine). 
Sedimentacijski čas je dolg, še posebno zaradi stalnega gibanja medija tekom fermentacije, ki 
ga povzročajo stalno nastajajoči mehurči CO2. Hitrost sedimentacije je tudi odvisna od 
velikosti delcev, saj se bodo večji delci hitreje posedali od manjših (Stokesov zakon), torej se 
bodo starejše celice, ki so večje od mladih, prej posedle (Barker in Smart, 1996).  
 
2.2.5.6  Rokovanje z  kvasovkami in vnos sveţe kulture (pitching) 
 
Kako se kvasovke ohranja, lahko močno vpliva na obnašanje kulture tekom fermentacije in 
flokulacije po vnosu le-te v sveţe pripravljen medij. Rhymes in Smart (2001) sta odkrila, da 
uskladiščenje kvasovke visoke fermentacije NCYC2593 pri 25C in stalnem mešanju 
povzroči zantno povečanje deleţa flokuliranih celic. Skladiščenje kvasvok pri niţjih 
temperturah, pa se je odrazilo v niţjem deleţu flokuliranih celic, ne glede na to, ali so bile 
kulture premešavane ali ne.  
 
Nivo flokulacije je tudi odvisen od tega, kje so bile kvasovke zbrane. V večini pivovarn 
zbirajo kvasovke na dnu fermenterja, vendar sediment ni homogen: starejše celice prej 
sedimentirajo od mladih in se zato nahajajo na dnu stoţca koničnega fermentorja. Mlade in 
slabo flokulentne celice se nahajajo na zgornjih slojih sedmenta. Pri zbiranju celic iz 
fermentorja je zato potrebno paziti, katere celice se izolira, kar je zelo odvisno od zahtev 
pivovarja: gornji sloj za slabše flokulentne mlade celice, srednji sloj za flokulentne kvasovke. 
Spodnje sloje se raje ne zbira, ker se v teh slojih nahajajo večinoma stare in mrtve celic, ki 
niso zaţeljene pri varjenju piva (White in Zainasheff, 2010).  
 
Število kvasnih celic, ki ga vnašamo v pripravljeno brozgo, lahko tudi vpliva na nivo 
flokulacije. Jin in sodelavci (Jin in Speers, 2000; Jin in sod., 2001) so ugotovili, da je 
sprememba v številu vnešenih celic LCC125 NewFlo kvasovk iz 1,5 na 15 milijonov celic / 
mL, povišala nivo flokulacije iz 58 % na 71 %. Taka drastična sprememba v številu celic pa 
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2.2.5.7  Generacijsko število 
 
Smart in Whisker (1996) sta opazila, da se je flokulacija iz 50 % v prvi generaciji kvasovk 
visoke fermentacije spremenila v 100 % po 9 – ih zaporednih zbiranjih in ponovnih uporabah 
kvasovk. Flokulacija je ostala 100 % še nadaljnjih 14 generacij, zatem je postala zelo 
nestabilna in variirala od 0 do 82 %. Tak vpad v flokulaciji je bil povzročen zaradi 
fiziološkega stresa ter zaradi genotipske variabilnosti. Podaljšana kultivacija lahko privede do 
genotipske variabilnosti, ki povzroča velike spremembe v flokulacijskemu profilu določenih 
sevov kvasovk. 
 
Veliko FLO genov je še posebno nestabilnih. Ti kaţejo zelo veliko frekvenco mutacij, 
najverjetneje zaradi številnih ponavljajočih se internih sekvenc in poloţaja teh v bliţini 
telomer, ki so znan del, na kateremu se pojavlja veliko mutacij (Sato in sod., 2001). Različne 
raziskovalne skupine so opazile nenavadno pogoste mutacije v FLO1, Lg – FLO1 in FLO5 
genih, bodisi v laboratorijskih sevih, kot tudi v sevih, ki se uporabljajo v pivovarstvu (Sato in 
sod., 2001; Verstrepen in sod., 2003). Najbolj pogoste mutacije v FLO genih so delecije in 
imajo običajno kot posledico ošibljeno flokulacijo.  
 
2.2.6  Reševanje težav flokulacije z genskim inženiringom 
 
Flokulacija je ena izmed najbolj pomembnih, zanimivih in industrijsko pomembnih lastnosti 
pivskega kvasa. Kompleksnost regulacije flokulacije in njena variabilnost od seva do seva 
kvasovk, ovirajo našo zmoţnost nadzora procesa. Parametre kot so vsebnost sladkorjev in 
kisika, temperatura fermentacije, koncentracija etanola in  število vnešenih celic, lahko le do 
določene mere spremenimo, saj ne vplivajo le na flokulacijo, pač pa lahko močno vplivamo 
na kakovost končnega produkta.  
 
Genski inţeniring je lahko orodje, s katerim kvasovke prilagodimo industrijskim zahtevam. 
Prvi poskus genskega spreminajnja z alteracijo ekspresije FLO genov so opravili Barney in 
sodelavci (1980). Ti so vnesli velik del kromosomske DNA flokulentnega seva, ki je nosil 
FLO1 gen z ADE1 promotorjem v neflokulentni sev, a neuspešno. Verstrepen in sodelavci 
(2001) so vnesli kromosomalni FLO1 gen pod vplivom promotorja HSP30 (promotor, ki se 
lahko aktivira proti koncu fermentacije). Transformirane celice so bile stabilne in so močno 
flokulirale proti koncu fermentacije, kar je dokazalo, da se lahko z gensko spremembo vpliva 
na obnašanje neflokulentnih kvasovk med fermentacijo.  
 
Problem z genskim inţeniringom je, da javnost ne sprejema hranil, ki izhajajo iz gensko 
spremenjenih organizmov. 
 
Najboljši način, s katerim se lahko danes nadzoruje flokulacijo kvasovk, je še vedno dobro 
načrtovano rokovanje s kvasovkami. Pomembno je pazljivo in natančno zbiranje kvasovk iz 
fermenterja in ustrezno shranjevanje izoliranih kvasovk. Glavni problem je visoka genska 
nestabilnost genov, ki so odgovorni za flokulacijo. Zaradi tega je potrebno pazljivo shraniti 
originalno, matično kulturo celic na taki temperaturi, kjer se genetske alteracije ne morejo 
vršiti. Ko kultura, ki jo uporabljamo za proizvodnjo piva, začne izraţţati nezaţelene lastnosti, 
je najlaţje, da jo nadomestimo z novo kulturo, ki jo pridobimo iz shranjene matične kulture 
(White in Zainasheff, 2010). 
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3  CEVNI BIOREAKTORJI 
 
Cevni bioreaktorji niso nova tehnologija, iz leta v leto pa so čedalje bolj uporabljeni v 
biotehnologiji zaradi njihovih razlik pred pogosteje uporabljenimi mešalnimi bioreaktorji. 
Klasični mešalni bioreaktorji so danes še vedno široko rabljeni v industriji, bodisi za 
kultivacijo celic kot tudi za produkcijo metabolitov. Vendar lahko pri tem pride do nekaterih 
teţav, kot so  npr. problemi s tesnenjem, poškodbe celic, visoka poraba energije in teţave z 
ohlajanjem (Šantek in sod., 2006). Zaradi takih teţav, je bilo potrebno razviti nove tipe 
bioreaktorjev in ena od moţnosti so cevni bioreaktorji. Različne procese so začeli izvajati s 
kombinirano rabo bioreaktorjev: za kultivacijo biomase se uporabimo mešalni bioreaktor, 
medtem ko v drugi fazi bioprocesa, uporabimo cevni bioreaktor za proizvodnjo nekega 
metabolita.  
 
3.1  HORIZONTALNI CEVNI BIOREAKTORJI 
 
Horizontalni cevni bioreaktorji (HBR od te točke dalje) so enostavne zgradbe, kar omogoča, 
da jih preprosto prilagajamo potrebam različnih bioprocesov s pomočjo standardnih 
industrijskih orodij. Za scale-up je potrebno upoštevati bistveno manjše število parametrov 
kakor za mešalne bioreaktorje (kjer je potrebno poznati tip mešala, število mešal, razdaljo 
med mešali, tip in moč motorja, ki vse skupaj pogaja, itd.). Mešanje znotraj HBR je bolj 
enakomerno v primerjavi z mešalnimi bioreaktorji. To je zelo pomembna lastnost, predvsem 
pri prenosu v večje merilo. Razmerje med površino in volumnom je bistveno višje v HBR, kar 
pomeni, da je veliko boljši prenos toplote ter lahko doseţemo večjo celično gostoto. 
Vzdrţevanje HBR je relativno enostavno, ker je večina komponent, ki so ključne za delovanje 
takega bioreaktorja, široko rabljene v bioprocesništvu (cevi, črpalke in sklopke) (Šantek in 
sod., 2006).  
 
HBR imajo tudi določene slabosti, ko jih primerjamo z mešalnmi bioreaktorji. Glavna slabost 
je ta, da je večina cevnih bioreaktorjev najbolj primerna za kontinuirne bioprocese. V 
industriji kot je danes, je večina bioprocesov še vedno vodena na šarţni način. Druga 
pomembna slabost je nizek vnos kisika, kar je problem za bioprocese z organizmi, ki 
zahtevajo visoke koncentracije kisika (primer: proizvodnja biomase) (Šantek in sod., 2006). 
Ta lastnost pa je lahko prednost v pivovarstvu, kjer je zahteva po kisiku visoka le na začetku 
bioprocesa, ko celice rastejo. Zanimivo bi bilo ločiti proces varjenja piva v dve fazi: prva faza 
v mešalnem bioreaktorju, v kateremu lahko dovajamo visoko koncentracijo kisika celicam, da 
se ustrezno razmnoţujejo, v drugi fazi se pa brozgo prečrpamo v cevni bioreaktor, kjer ni 
kisika in se torej izvaja fermentacija in kvasovke proizvajajo etanol.  
 
V HBR se tekom bioprocesa celice nabirajo na stenah cevi, kar znatno poveča učinkovitost in 
stabilnost bioprocesa v primerjavi z bioreaktorji, ki imajo celice v suspenziji. Biofilm celic na 
steni cevnega bioreaktorja se začne, ko doseţe določeno debelino, luščiti. Do tega pride, ker 
so celice v spodnji slojih biofilma podhranjenje in umirajo. luščenje biofilma je problem, ker 
tok v HBR take skupke celic odnaša s površine in raznaša po bioreaktorju s tem zniţa njegovo 
učinkovitost. Problem je mogoče rešiti s tem, da biofilm, ko doseţe določeno debelino, 
zdrgnemo (Šantek in sod., 2006). 
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3.2  BIOREAKTORJI Z MEMBRANAMI (MBR) 
 
Membranski bioreaktorji so generično ime za široko skupino bioreaktorjev s še širšim 
spektrom uporabe. Vsem tem reaktorjem je skupno, da imajo membrano, ki sluţi kot 
pregrada, ki loči reaktor v dva ali več segmentov. Zelo pomembno je to, da membrane 
popolnoma zadrţijo celice, omogočajo pa selektivno prepuščanje ne samo produktov, temveč 
tudi škodljivih metabolitov in stranskih produktov. Ločevanje stranskih produktov in 
produkta je pomembno, ker se tako lahko znebimo neţeljenih inhibicij sinteznih poti in s tem 
povečamo donos reakcij, ki so inhibirane s produktom. Od tu naprej, bom membranske cevne 
bioreaktorje navajal s kratico MBR.  
 
MBR se lahko uporabimo za kultivacijo celičnih kultur kot tudi za encimsko katalizirane 
biokonverzije, kot je na primer hidroliza škroba (Engasser in sod., 1980). Glavni kriterij 
razlikovanja MBR reaktorjev je, ali ima membrana zgolj funkcijo pregrade ali pa je tudi same 
membrana bioreaktor, s tem ko je hkrati nosilec celic (ali encimov) in pregrada obenem. Obe 
moţnosti sta prikazani v Sliki 4. Primer membrane kot separacijska enota je mešalni 
bioreaktor polpropustno membrano, ki sluţi za zadrţevanje celic. Tak je tipičen MBR sistem 
za proizvodnjo monoklonskih protiteles (Banik in Heath, 1995). Membrana zadrţuje celice v 
izoliranem prostoru, medtem ko je produkt celic prehaja iz tega prostora skozi membrano in 
se zbira v permeatu. MBR-je lahko razvrstimo tudi glede na tip membrane: listnate membrane 
(flat sheet membrane), spiralno zavite membrane ali cevne membrane. 
 
3.2.1  Cevni membranski bioreaktorji 
 
Cevni membranski bioreaktorji (ang. tubular membrane bioreactors) označujemo s kratico 
TMBR. TMBR nudijo zelo zanimive in specifične moţnosti za kultivacijo celic. Kar je 
pomembno za kultivacijo sesalskih celic je, da tak reaktor simulira stanje v ţivem organizmu, 
npr. sistem kapilar, arterij in limfni sistem. Tak sistem je zelo ugoden tudi za naselitev in 
kultivacijo mikrobnih celic, saj je membrana zaradi svoje visoke propustnosti idealna za 
naselitev celic v njene pore (Wolff in sod., 2013). To, da TMBR omogoči doseganje visokih 
celičnih gostot, je posledica ugodnega razmerja med površino in volumnom bioreaktorja. 
Omejitve takega bioreaktorja so lahko teţavno rokovanje, teţave s preskrbo kisika in 
problemi z prenosom v večje merilo. 
 
Najbolj pogosta konfiguracija TMBR sistema je, da je skupina cevnih membran fiksirana v 
cilindrično ogrodje. Tekočina vstopi v sistem na enem koncu cevi in se pretaka le v 
notranjosti cevnih membran.  Notranji del cevi imenujemo inter-kapilarni prostor (ICS – 
intercapillary space),  zunanji pa imenujemo zunaj kapilarni prostor (ECS – extra capillary 
space). Celice so navadno gojene v ECS predelu TMBR, lahko pa jih gojimo tudi v ICS. V 
ICS se pretaka hranilni medij majhnih molekul kot sta glukoza in raztopljeni kisik. Le-te 
lahko potujejo skozi membrano, iz ICS v ECS, prav tako pa lahko prehajajo v obratni smeri 
škodljive snovi, tako da se celice ne morejo zastrupiti. Celoten transport molekul iz ICS v 
ECS in obratno (škodljive snovi) poteka preko difuzije (Wolff in sod., 2013). 
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Slika 3: Različni tipi imobilizacije celic. a. Imobilizacija z pritrditvijo na površino, primer: biofilm na nosilnih 
kroglicah. b. Imobiliziranje z  ujemitvijo v poroznem matriksu, primer: gel. c. Imobilizacija celic z pregrado, 
primer: membrana (Wolff in sod., 2013). 
 
Slika 4: Različni tipi bioreaktorjev z membranami. Zgoraj: kombinacija običajnega bioreaktorja z filtracijsko 
enoto; spodaj: membranska enota ima funkcijo pregrade in nosilca biokatalista (Wolff in sod., 2013) 
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Preglednica 2: Prednosti in slabosti cevnega membranskega bioreaktorja (Wolff in sod., 2013) 
 
 
3.2.1.1  Sestava membran 
 
Membrane so lahko iz različnih materialov, najpogosteje pa uporabljmo membrane iz 
polipropilena, celuloze in politersulfona, ker so najbolj poceni. Na razpolago so pa tudi draţje 
anorganske membrane, ki so narejene na primer iz cirkonijevga dioksida. Čeprav so draţje, 
imajo nekatere prednosti, kot je večja mehanska stabilnost in daljša obsotjnost (Kroll in sod., 
2010).  
 
Membrane klasificiramo tudi na podlagi simetričnosti oblike in velikosti por, zato ločimo med 
simetričnimi in asimetričnimi membranami. Simetrične membrane imajo pore homogene 
velikosti in oblike (Wolff in sod., 2013). Uniformnost por daje simetričnim membranam 
značilnost, da je njihova propustnost določena z debelino membrane, zmanjšanje debelosti 
membrane pomeni povečanje povečanje. Simetrične membrane so najbolj primerne za 
ločevanje molekul z majhno molekulsko maso. Asimetrične membrane imajo več slojev za 
katere velja, da ima vsak sloj pore različne velikosti. Sloji, ki so bliţe zunanjosti membrane 
imajo oţje pore od spodnjih slojev. Propustnost in separacijske lastnosti asimetrične 
membrane določa zunanji sloj, spodnji sloji imajo le funkcijo mehanske opore. Simetrične 
membrane imenujemo tudi izotropne membrane, asimetrične pa antizotropne membrane 
(Wolff in sod., 2013). 
 
Velikost por se razlikuje glede na uporabo. Ultrafiltracijske membrane imajo pore velike od 1 
do 50 nm, mikrofiltracijske membrane pa od 50 do 500 nm.  
 
3.2.2  Kultivacija kvasovk z cevnim membranskim bioreaktorjem  
 
Glavna omejitev gojenja celic z TMBR sistemom je zadostno prezračevanje (Wolff in sod., 
2013). Kvasovke so hitro rastoči mikroorganizmi, ki nujno portebujejo kisik za celično rast. 
Kisik je kritičen faktor za rast celic, ker ga potrebujejo za sintezo sterolov, ki so nujno 
potrebni za vzdrţevanje elastičnosti celične stene, kar je ključnega pomena za celično rast in 
zdravje celic. Oslabljene celice slabo fermentirajo in bi zato bil končni produkt neustrezen 
(White in Zainasheff, 2010).  
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Moţna rešitev tega je povečana aeracija ECS-ja (kjer se nahajajo celice) poleg temu da je v 
ICS delu cevk tok sveţega medija. Inloes in sod. (1983a) so to storili z kulturo E. coli, pred 
tem so kisik dovajali izključno preko medija v ICS-ja, kar je pomenilo, da je bil medij nasiten 
z kisikom. Rezultat spremembe v koncentraciji kisika je povzročil stokratno povečanje 
produktivnosti, in se je število celic povečalo na 1012 celic/mL. Taka drastična sprememba v 
številu celic bi v primeru fermentacije povzročila velike spremembe v organoleptičnih 
lastnostih piva. Pretirana aeracija pomeni znatno povečana celična rast (to se večkrat pojavi, 
ko pivovarji aerirajo medij z čistim kisikom) in posledično pretirano velike koncentracije 
stranskih produktov fermentacije, ki se tvorijo v predolgi fazi celične rasti (Wolff in sod., 
2013). 
 
Inloes in sodelavci (1983b) so dokazali, da se s kultivacijo S. cerevisiae na površini 
simetričnih membran in v notranjosti asimetričnih membran, produkcija etanola poveča za 3 
do 4 krat glede na produkcijo v navadnih mešalnih bioreaktorjih. Pomembno je to, da se lahko 
proizveden etanol odvaja, kar je posebno pomembno pri proizvodnji etanola z kvasovkami, ne 
pa toliko za industrijo piva, razen v primeru brezalkoholnega piva. Za brezalkoholno pivo je 
ta lastnost zelo zanimiva, ker so taka piva organoleptično zelo pusta. Problem varjenja nizko 
alkoholnega piva je ta, da se ne more izvajati navadne fermentacije in se torej ne proizvajajo 
izredno okusni estri in višji alkoholi. S tako fermentacijo pa bi se pivo varilo tudi do zelo 
visoke atenuacije, brez da bi dobili visoke koncentracije alkohola in bi bilo tako pivo, čeprav 
z nizko vsebnostjo alkohola, zelo bogato in okusno, kar je nenavadna lastnost za piva z nizko 
vsebnostjo alkohola. Pomembno vprašanje za tak proces je koliko estrov pa višjih alkoholov 
bi se skupaj z etanolom spiralo, saj so si molekule podobne po velikosti in kemijskih 
lastnostih. 
 
4  UPORABA CEVNIH BIOREAKTORJEV ZA PROIZVODNJO PIVA 
 
Cevni bioreaktorji so izredno zanimiv model fermentorja, saj se lahko s takimi bioreaktorji 
pivo vari kontinuirno. Kontinuirni bioproces proizvodnje piva je iz trţnega vidika velika 
prednost, saj je fermentacija v takem procesu hitrejša zaradi visoke celične gostote, pivo pa se 
proizvaja stalno (Tata in sod., 1999). Ključno je, da se v kontinuirnem bioprocesu v cevnem 
biorekatorju uporabi močno flokulentne kvasovke, ter da se te čimprej posedejo na stene ali 
morebitne porozne nosilce vstavljene v bioreaktor. Ko se kvasovke posedejo ali veţejo na 
nosilce, lahko porastejo celotno površino biorektorja. Prve kvasovke, ki se na posedejo 
površine v cevnem bioreaktorju so stare celice, ker so večje, teţje in imajo tendenco na sebi 
zadrţevati hčerinske celice (Barker in Smart, 1996). Stare celice bi torej tvorile flokulacijska 
jedra, na katera bi se začele pripenjati še druge kvasovke. Seveda je v cevnem bioreaktorju 
lahko močan tok medija problem, ker ne dovoli celicam, da se sploh posedejo.  
 
4.1  UPORABA NOSILCEV V CEVNEM BIOREAKTORJU 
 
Brez nosilcev je kontinuiren proces proizvodnje piva problem ţe v mešalnih bioreaktorjih, kaj 
pa šele v cevnem bioreaktorju, kjer je tok bistveno močnejši. Problem procesa brez nosilcev je 
v tem, da se celice stalno spirajo, kar pomeni, da če se celice ne dovolj hitro razmnoţujejo, 
prej ali slej izgubimo vse celice v bioreaktorju. Najbolj pogosti nosilci za kvasovke so 
hidrogeli kakor je alginat ali porozni materiali, ki omogočijo imobilizacijo celic v pore. 
Primeri takega poroznega materiala so steklene kroglice (Inama in sod., 1993), keramične 
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kroglice, hitosan, polimerna pena ali celo loofah gobica (gobica, ki je rabljena za higieno 
koţe) (Cashin, 1996; Ogbonna in sod., 1994). Poceni nosilec kvasovk je lahko tudi porabljen 
slad, oziroma olupki ječmena, ki nam ostanejo po ekstrakciji sladkorjev (Brányik in sod., 
2004) 
 
Tata in sodelavci (1999) so uporabili v poskusu kontinuirne produkcije piva imobilizirane 
kvasovke na steklenih kroglicah. Kroglice so imele premer 1 - 2 mm ter so imele 60 % 
poroznost, vsaka pora je bila manjša od 300m. Steklene kroglice so pred fermentacijo vnesli 
v bioreaktor in tega zatem zapolnili z brozgo in kvasovkami. Brozgo so s črpalko stalno 
recirkulirali skozi sloj kroglic, ki so jih kvasovke hitro prerastle. Kvasovke so porabile večino 
sladkorjev v brozgi, tako da je bila njihova končna koncentracija izredno nizka. Produktivnost 
kvasovk v takem sistemu je bila dvakrat večja kakor produktivnost enakih kvasovk v šarţnem 
procesu z enako brozgo. Na tak rezultat je vplivalo več faktorjev. V takem sistemu ni lag faze. 
Lag faza je le, ko proces zaţenemo, z nadaljnim dovajanje sveţga medija pa so kvasovke v 
območju maksimalne celične rasti, ki je najboljša za porabo najbolj teţko prebavljive 
maltotrioze. Zaradi tega, kvasovke lahko porabijo ves sladkor.  
 
Proces, ki so ga Tata in sodelavci izvedli v zgoraj navedenem poskusu se lahko prenese v 
cevni bioreaktor, saj lahko tak sistem preprosto zapolnimo s kroglicami in skoznj črpamo tok 
hranilnega medija. Tok seveda ne sme biti pretirano močen, sprejemljivo pa je zmerno 
spiranje celic, ker so tako ali tako celice stalno v fazi rasti. Pomembna vnos kisika, ki bi se ga 
lahko dovajalo s pomočjo silikonske cevi. Kisik je v takem bioprocesu limitni faktor, saj so 
ostala hranila v preseţku (kvasovke komaj porabijo sladkor). V takem sistemu bi se hranilni 
medij od vstopa v sistem porabljal za proizvodnjo etanola in celično rast, medtem ko se v 
šarţem sistemu, začne porabljati za proizvodnjo etanola šele po zaključeni rasti celic, kar se 
zgodi po pribliţno 15 urah (Tata in sod., 1999).  
 
Stalna uporaba ene in iste kulture kvasovk v kontinuirnem bioprocesu, bi verjetno imelo hude 
posledice na vitalnost in viabilnost celic. Isto celičnno kulturo lahko rabimo za proizvodnjo 
50 ali več piv kot tudi manj kot 10. Da celična kultura ostane zdrava in viabilna je 
pomembno, da se sproti take kulture zbira iz fermenterja ter jih postavi v ne stresne pogoje, 
kjer lahko mirno rastejo, da dobimo čimvečje število mladih celic. Revitalizacija celic se 
izvaja v laboratorijih, kjer se kvasovke goji v rastnih medijih, dokler ni čas za novo 
fermentacijo (White in Zainasheff, 2010). Kontinuiren bioproces lahko vodimo le toliko 
kolikor celice zmorejo, kar pomeni, da bi bilo vsako toliko časa (odvisno od vzrţljivosti 
rabljene kulture) mogli nujno odstraniti celice v bioreaktorju ter jih nadomestili z sveţo 
kulturo. To bi pomenilo popolno zaustavitev procesa in ponoven zagon tega, kar bi seveda 
upočasnilo proizvodnjo. V primeru cevnega bioreaktorja brez membrane, kjer se celice 
posedajo na stene cevi, bi se to dalo sproti delati, z mehanskim odstranjevanjem plasti celic na 
stenah in vnosom sveţe kulture z medijem. 
 
4.2  MEMBRANSKI CEVNI BIOREAKTORJI ZA PROIZVODNJO PIVA 
 
Membranski sistem v cevnem bioreaktorju je idealen prostor za imobilizacijo kvasovk v 
reaktorju. Sama membrana je namreč ţe nosilec za mikroorganizem, tako da sploh ne bi bila 
potrebna uporaba dodatnega nosilca. Celice bi se naselile v membranskih porah in površini te, 
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medtem ko bi v interkapilarni prostor dovajali hranila do kvasovk in odnašali proizveden 
etanol, estre višje alkohole in nezaţelene stranske produkte (Wolff in sod. 2013).  
 
Glavni problem membranskega sistema bi bil odstranjevanje starih in mrtvih celic iz sistema, 
še posebej tistih v notranjosti membrane. Deleţ bi se še vedno odstranjal z vezavo na 
mehurčke CO2, ampak zaradi visoke celične gostote, bi večina celic ostala ujeta v skupkih 
celic v membrani. Poleg tega bi se zaradi izjemno visoke celične gostote v stenah začele 
nabirati nevarno visoke koncentracije CO2, ki bi začele celicam škoditi in bi zato njihova 
vitalnost znatno vpadla. Dodaten faktor, ki je značilen za visoke celične gostote, je problem z 
ohlajevanjem. Stena membrane bi se lahko zlahka zamašila, če tok ne bi bil dovolj močan in 
se zato ne bi moglo odvajati toplote iz tega dela reaktorja (Tata in sod., 1999).  
 
Membranski sistemi so torej izredno zanimivi, ker ne rabimo vnosa nosilcev v sistem, ki bi 
lahko povzročali teţave z črpalkami. Črpalke bi se lahko zaradi velikega števila prostih delcev 
v tekočini začele mašiti (lignocelulozni nosilec v primeru uporabe olupkov ječmena kakor 
nosilca, Brányik in sod., 2004). Na ţalost ima tak sistem tudi več slabosti kakor navaden 
cevni bioreaktor z steklenimi kroglicami, ker bi morali proces v  membranskem cevnem 
bioreaktorju prej prekiniti, da se membrane počisti. Moţno je, da bi pri uporabi močnejšega 
toka tekočina laţje prodirala v membrano in zato spirala večjo koncentracijo celic ter tako 
vzdrţevala produktivnost celic v membrani. 
 
 
5  SKLEPI 
 
Proizvodnja piva je izredno star proces, ki so ga poznali ţe pred 9000 leti. Današnja industrija 
piva se le počasi spreminja in se je v zadnjih petdeset letih zelo malo spremenila. Razlog za 
počasne spremembe je dejstvo, da je industrija utečena na podlagi starih tehnologij in malo 
podjetij si lahko privošči popolnoma zamenjati staro opremo z novo.  
 
Pivovarne z najnovejšo opremo so praviloma male pivovarne, ki proizvajajo t.i. craft pivo. Do 
tega je prišlo, ker se je  v zadnjih 10-ih letih proizvodnja piva močno povečala zaradi trenda 
modernih piv. Na tem področju je moţnih še veliko inovacij, ki čakajo na odkritje. Vsako leto 
se izvaja veliko novih poskusov, ki raziskujejo moţnosti optimizacije in izboljšanja 
proizvodnje piva. Mnenja o temu, ali bo proizvodnja piva kdaj kontinuirni bioproces, so 
deljena. Nekateri znani pivovarji prepričano trdijo, da kontinuirni bioproces ne bo nikoli 
nadomestil klasičnega šarţnega procesa varjenja. Raziskave pa kaţejo drugačne, varjenje piva 
z kontinuirnim bioprocesom nudi veliko prednosti in se iz raziskave v raziskavo odstranja 
probleme, ki naj ne bi omogočili uporabe te tehnologije v masovni proizvodnji piva. Ţal je 
takih raziskav še vedno relativno malo, smiselno pa bi bilo to področje biotehnologije bolje 
raziskati.  
 
Biotehnologija je ključno orodje za izboljšanje kvasnih linij z genskim inţeniringom in bo 
prej ali slej bilo moţno uporabljati gensko spremenjene kvasovke v industriji. Tedaj se bo 
proizvodnja piva verjetno znatno pocenila. Z genskim inţeniringom bomo lahko tudi laţje 
pridobili kvasovke, ki imajo zelo posebne lastnosti in ki posledično proizvajajo zelo zanimivo 
in različno pivo.  
 
 Starec M. Flokulacija pivskih kvasovk v cevnem bioreaktorju.                     
     Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
19 
 
Cevni bioreaktorji so zanimiva tehnologija, ker so ti bistveno cenejši od velikih mešalnih 
bioreaktorjev. Manjše pivovarne bi lahko zelo veliko pridobile in privarčevale z uporabo teh, 
saj so mešalni bioreaktorji zelo draga oprema. Edini problem cevnih bioreaktorjev je omejena 
moţnost prenosa na večje volumne, ki pa ni tako hud problem, da bi popolnoma onemogočil 
uporabo teh za proizvodnjo piva. Četudi bodo ti bioreaktorji zaradi te omejitve primerni le za 
proizvodnjo piva na manjših volumnih, ne bo ta tehnologija neuporabna, saj veliko craft 
pivovarn vari piva v bistveno manjših bioreaktorjih od pivovarskih velikanov, kakor je 
Heineken. Poleg temu so cevni bioreaktorji bistveno enostavnejši za vzdrţevanje in se jih da 
laţje sestaviti in zgraditi. Menim, da bomo v naslednjih letih srečali vedno več pivovarn, ki 
bodo uporabljale to tehnologijo za proizvodnjo piva.  
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